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1 UVOD 
Po zatonu po zeleni revoluciji je danes v svetovnem merilu lakota spet v porastu. Organizacija 
Združenih narodov za prehrano in kmetijstvo (FAO) je ocenila, da je eden od devetih ljudi na 
svetu podhranjen. Približno 800 milijonov ljudi na svetu je kronično podhranjenih. 
Naraščajoči trend podhranjenosti lahko najpogosteje opazimo v večini afriških regij 
(Centralnoafriška republika, Čad, Madagaskar, Zambija, Liberija, Zimbabve), pa tudi v 
nekaterih delih Srednje Amerike (Haiti) in Azije (Jemen in Afganistan) (The state …, 2018; 
Statista, 2020).  
 
Ta kronična podhranjenost lahko povzroči tako telesno in kognitivno prizadetost v zgodnjem 
razvoju otroka, zmanjšano produktivnost in podvrženost nalezljivim in kroničnim boleznim, 
kot tudi prezgodnjo smrt. 
 
Drugi problem, ki ogroža našo družbo, je vedno večja rast svetovnega prebivalstva. 
Strokovnjaki iz ZN ocenjujejo, da bo do leta 2100 število svetovnega prebivalstva doseglo 
10,9 milijarde. Raziskave, ki jih je  izvedla organizacija Global Footprint Network, kažejo, da 
je optimalno število prebivalcev (če imajo vsi enak vnos osnovnih virov, kot sta hrana in 
voda, kot jih ima danes povprečen Evropejec), približno 2 do 3 milijarde ljudi.  
Svetovna zdravstvena organizacija (WHO) in vlade iz gospodarsko močnejših držav na razne 
načine prispevajo k zmanjšanju podhranjenosti. 
 
Genska raznolikost je glavni vir za genske raziskave in izboljšanje lastnosti v rastlinah. 
Rastlinam daje možnost, da z lahkoto prenašajo močan okoljski stres / spremembe glede na 
veliko variacijo različnih genov. Že nekaj časa so se ljudje zanašali na naravno selekcijo kot 
način izbire koristnih genetskih sprememb. Naravna selekcija pa ne zagotovi vedno 
optimalnega rezultata. Da bi ustvarili nove sorte z novimi lastnostmi, so gojitelji uporabili 
različne metode vnašanja dednih mutacij v rastlinske genome. Najbolj opazen in razširjen 
način je bila mutageneza. Z vnosom različnih kemičnih spojin, kot so etilmetan sulfonat 
(EMS) ali s sevanjem (γ sevanje, X sevanje in UV svetloba) je možno izvati spremembe, ki se 
kažejo v spremenjeni strukturi proteinov, njihovi vezavi, katalitični aktivnosti in 
učinkovitosti. 
 
Mutageneza je imela kot najnovejša metoda spreminjanja organizmov ogromen uspeh. 
Sprostitev 2965 izboljšanih posevkov je v zadnjih 40 letih imelo neverjetne ekonomsko 
pozitivne rezultate v gospodarstvu. 
 
Mutageneza ima kot prva metoda spreminjanja genoma nekaj pomanjkljivosti. Identifikacija 
mutantov je zares dolg in naporen proces zaradi: nespecifičnih  mutacij, ki nastanejo, velike 
količine mest v genomu, ki sočasno mutirajo ter brisanja,  podvajanja in preurejanja velikih 
fragmentov. Danes se zato znanstveniki vedno bolj usmerjajo v raziskovanje novega orodja v 
genskem inženiringu, ki je namenjeno tarčnemu vnašanju  insertov na  določeni lokaciji v 
genomu. 
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2 GENSKO PREUREJANJE  
Gensko preurejanje je najnovejše odkritje v genskem inženiringu. Raziskovalcem omogoča 
spreminjanje DNA kateregakoli organizma. Gensko preurejanje ponuja drugačen pristop kot 
mutageneza. S pomočjo restrikcijskih encimov se na določenem lokusu DNA uvedejo dvojni 
prelomi, kar omogoča, da se genetski material doda, odstrani ali spremeni na točno 
določenem  mestu v genomu.  
 
Znanstveniki so razvili več pristopov genskega preurejanja: ZFN (nukleaze cinkovih 
prstanov), TALEN, meganukleaze, CRISPR / Cas9 sistem. Vse te tehnologije uporabljajo 
endogene, evkariontske mehanizme popravljanja dvoverižnih prelomov (DSB) (ang.double 
stranded breaks). Ti mehanizmi so bodisi nehomologno končno spajanje DNA (NHEJ) (ang. 
nonhomologous end joining) bodisi homologna rekombinacija (HDR) (ang. homology 
directed repair). Prva možnost je preko NHEJ sistema, ki je primarni mehanizem za 
popravljanje dvoverižnih prelomov. NHEJ mehanizem popravi dvoverižne prelome s 
spajanjem lomljenih koncev DNA. Obstajata dve različni poti: neposredno spajanje dvojnih 
navojev lomljivih koncev ali alternativno spajanje, ki je bolj nagnjeno k napakam in povzroči 
vstavljanje / brisanje nukleotidov (Silva in sod., 2011).  
 
Na drugi strani je homologno usmerjeno popravljanje (HDR) natančen sistem za popravilo 
dvoverižnih prelomov v DNA. Da bi ta sistem natančno popravil dvoverižne prelome v DNA-
ju, potrebuje vodilno homologno DNA molekulo (DNA template) (endogeno ali donorsko), ki 
bi služila kot vodnik. Kadar homologne DNA ni, deluje mehanizem NHEJ. Oba mehanizma 
sta zelo pomembna pri urejanju genov. 
 
 
 
Slika 1. Štiri osnovni mehanizmi genskega preurejanja (Wang, 2019) 
2.1 ZFN 
Nukleaze cinkovih prstanov (ang. zinc finger nukleases, ZFN) je prvi sistem, ki je bil 
uporabljen za preurejanje genoma (Bibikova in sod., 2003). Ta metoda je prvič bila uvedena v 
začetku tega tisočletja. ZFN so umetna vrsta nukleaz. Izdelani so iz cinkovih prstov (ang.zinc 
fingers, ZF) in restrikcijskega encima Fokl. Cinkov prst je proteinski strukturni motiv, ki ima 
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pestrost ZF domen. Zato lahko deluje z drugimi proteini kot tudi z DNA molekulo. Imenuje 
se cinkov prst, ker v sredini molekule vsebuje cinkov ion. Od tega cinkovega iona je odvisno, 
kako se bo protein zvil v obliko (Cassandri in sod., 2017). 
 
Ti cinkovi prsti se lahko vežejo na določeno mesto v DNA molekuli  in prepoznajo le triplet 
baznih parov (npr.tarčne kodone). Če povežemo niza ZF proteinov med seboj, lahko 
zagotovimo, da encim resnično tvori dvojni prelom na tarčnem mestu, brez razreza na 
netarčnem mestu. Fok1 je restrikcijski encim, ki postane aktiven, ko dimerizira. Prednost je, 
da ta encim ni sekvenčno specifičen, torej ni nujno, da prepozna točno določeno zaporedje, 
ampak lahko reže katerokoli dano zaporedje. 
 
Pri genskem preurejanju z ZFN uporabljamo dva Fokl monomera. Enega vstavimo na vrh 
zgornje verige, drugega pa na spodnjo verigo. Ko se ta dva monomera povežeta, prerežeta 
DNA molekulo in na tem mestu nastane dvojni prelom. ZFN  sestavljamo na naslednji način: 
domeno za prepoznavanje DNA v encima Fokl odrežemo in nadomestimo z ZFP zaporedjem 
(ang. zinc finger proteins). Da bi zagotovili specifičnost reza s encimom Fokl na ciljnem 
mestu,  moramo pritrditi dovolj veliko število ZF proteinov med seboj (Slika 2). 
 
 
                        
Slika 2.Cepljenje DNA verige z ZFN sistemom (Palpant in Dudzinski, 2012: 2) 
2.2 TALEN  
Nukleaze TAL efektorjev (TALEN) je  drugi mehanizem, ki ga uporabljamo pri genskem 
preurejanju, ko želimo uvesti rez na določeni lokaciji. So odkriti sistemi v gram negativni 
bakteriji Xanthomonas (LaFountaine in sod., 2015). Sistem TALEN je ključno orodje za 
genetske raziskave in je sestavljen iz dveh delov: TALE (transkripcijskemu aktivatorju 
podoben efektor) in restrikcijski encim Fokl. Na DNA molekulo se lahko povežejo z  
neverjetno specifičnostjo. Vsak TALE protein se lahko veže na določeni nukleotid v DNA. Z 
dodatkom več TALE proteinov povečamo možnost za pritrditev na sekvenčno specifično 
mesto. Za oblikovanje TALEN sistema moramo priložiti tudi encim Fokl, ki ni specifičen. 
Monomer encima Fokl je vezan na protein TALE. Ko dva monomera prideta skupaj, postane 
encim Fokl aktiven in cepi DNA verigo. Da bi tako preurejen TALEN lahko naredil dvojni 
prelom, je en TALEN protein pritrjen na zgornji 5` → 3` DNA verigi, drugi pa na spodnji 
spodnji 3` → 5` verigi. Ko sta TALEN-a pritrjena na DNA, sta oba monomera povezana. V 
tem primeru bo šele po dimerizaciji encim Fok1 prerezal DNA na točno določenem mestu 
(Slika 3). 
   Fokl     
nukleaza 
Desni ZFN 
Levi ZFN 
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Slika 3.Rezanje DNA verige s pomočjo sistema TALEN (Genome editing, 2020)  
2.3 CRISPR / Cas9 SISTEM 
Naslednji sistem genskega preurejanja, ki ga v zadnjem desetletju bolj pogosto uporabljamo, 
je sistem CRISPR / Cas 9 (Bortesi in Fisher, 2015). Gruče enakomerno prekinjenih kratkih 
palindromnih ponovitev (ang. clustered regurarly interspaced short palindromic repeat-
CRISPR-associated protein 9 (Cas9)sistem, je resnično prehitel druge tehnologije genskega 
preurejanja zaradi nekaterih preprostih razlogov: 
• sistem je lažji za implementacijo kot druge tehnike genskega preurejanja 
• je cenejši kot ostali mehanizmi in 
• v primerjavi z ZFN in TALEN sistemoma dosega večjo uspešnost in bolj ugodne rezultate. 
 
Med eksperimentiranjem z različnimi prokariotskimi oblikami so številni znanstveniki 
dokazali, da to novo orodje za gensko preurejanje izvira iz bakterije Streptococcus pyogenes. 
Zahvaljujoč temu mehanizmu, ki odstranjuje virusno ali patogeno DNA, bakterijske celice 
lahko preživijo v različnih okoljskih pogojih (velike razpone pH ali temperaturne, visoke 
koncentracije soli itd.) (Barrangou, 2015).  
 
Ko virusni genom vstopi v bakterijsko celico, se del le-tega (približno 20 bp) vgradi v 
gostiteljski genom v t.i. lokus CRISPR (ang. clustered regularlz interspaced short palindromic 
repeats), kjer so gruče enakomerno prekinjenih kratkih palindromnih ponovitev (LaFountaine 
in sod., 2015). 
 
Kosi virusnega genoma so shranjeni kot vmesnik sekvenca (ang. spacer DNA). V primeru 
ponovnega napada istega ali podobnega organizma ,se aktivira imunski odziv. Iz vmesnika  se 
prepisuje  crispr RNA (crRNA). CrRNA prepozna tujo DNA, nato se veže na virusno DNA  
in skupaj s pomočjo Cas9 encima (encima, ki deluje kot monomer) razreže patogeno DNA, 
zaradi česar se patogen ne more reproducirati in izgubi možnost okužanja celic. Enako 
LEVI TALEN 
DESNI TALEN 
CILJNI NUKLEOTIDI 
DVOVERIŽNI PRELOM 
=  NUKLEAZA 
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metodo bi lahko uporabili tudi v evkariontskih celicah. Lahko konstruiramo sgRNA, ki ima za 
tarčo katero koli 20 bp zaporedje v katerem  koli genomu. Ko se sgRNA v povezavi z 
encimom Cas9 veže na tarčno mesto v genomu, encim naredi dvojni prelom v DNA molekuli 
(Slika 4). 
 
Slika 4. Cepljenje DNA verig s pomočjo  CRISPR / Cas9 sistema (LaFountaine in sod., 2015 ) 
2.4 MEGANUKLEAZE 
Prva vrsta genomskega inženiringa, ki je bila uporabljena, so meganukleaze. To so encimi, ki 
jih lahko najdemo v skoraj vsaki mikrobni celici. Ti zaporedno –specifični encimi prepoznajo 
okoli 18-30 baznih parov in nato naredijo dvojni prelom v DNA molekuli (Daboussi in sod., 
2015). 
 
3 IZBOLJŠANE LASTNOSTI KMETIJSKIH RASTLIN 
Kot sem že omenila, je povpraševanje po hrani danes vedno večjega pomena. Zaradi čedalje 
večje podhranjenosti, zlasti v afriških regijah, in hitro naraščajočega števila svetovnega 
prebivalstva , je povečanje pridelka pomembnih živilskih pridelkov, kot sta krompir in riž, in 
hkrati izboljšanje njihovih lastnosti ne samo možnost, temveč nuja. Čeprav je ta vrsta 
inženiringa nova, obstajajo številne uspešno zasnovane lastnosti rastlin, ki zagotavljajo 
izboljšanje glede  donosa , hranilne vrednosti ,vzpostavljanja tolerance na herbicide itd. Zato 
sem povzela nekaj kmetijskih poljščin, s katerimi so imeli raziskovalci veliko uspeha pri 
uporabi metod genskega preurejanja. 
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3.1 IZBOLJŠANJE DONOSA 
V kmetijstvu je donos pogosto opredeljen kot količina suhe snovi na določenem območju. 
Izboljšanje donosa kmetijskih rastlin je zaradi zgoraj naštetih razlogov velik izziv za 
raziskovalce.  
 
(Xing in Zhang, 2010) sta opravila raziskavo na pridelku riža,ki je kvantitativna lastnost. 
Pridelek riža je na splošno opisan  s tremi komponentami (Li in sod., 2016): 
• število latov  na rastlino, 
• število zrn na latu in 
• teža zrna 
 
S pomočjo sistema CRISPR / Cas9 se lahko uvedejo  mutacije v naslednjih genih: Gn1a, 
DEP1, GS3 in IPA1 pri sorti riža Zhonghua 11 (Li in sod., 2016; Preglednica 1). 
 
Preglednica 1. Podatkih o štirih genih : Gn1a,DEP1, GS3 in IPA1 (Li in sod., 2016) 
   Detajli štirih modificiranih genov 
Gen RAPDB_Lokus Molekulska funkcija Lastnost 
Gn1a Os01g0197700 Citokinin dehydrogenaza2 Število zrn v latu 
DEP1 Os09g0441900 γ podenota  G proteina Velikost 
rastline,pokončen 
lat,velikost zrn 
GS3 Os03g0407400 γ podenota  G proteina Velikost zrn  
IPA1 Os08g0509600 Vezavni protein promotorja 
skvamoza  
Velikost rastline in 
število poganjkov  
Mutiranje gena Gn1a, ki kodira citokinin dehidrogenazo je zelo pomembno pri doseganju 
večjega pridelka riževih zrn. Citokinin je rastlinski hormon, ki je zelo pomemben za razvoj 
rastline, saj spodbuja rast poganjkov in zmanjšuje rast korenin. Citokinin dehidrogenaza je 
encim, ki inaktivira citokinin (Chen in sod., 2019). Ko se izražanje gena Gn1a zmanjša, se 
citokinin nabira v meristemih socvetja, pri čemer se poveča število zrn v latu (Li in sod., 
2016).  
Za doseganje želene lastnosti lahko uvedemo naslednjo mutacijo: brisanje 16-bp v 5-
neprevedeni  regiji, 6-bp delecija v prvem eksonu in tri nukleotidne spremembe v prvem in 
četrtem eksonu alela Habataki. Za ciljanje Gn1a gena je bil  narejen CRISPR/Cas9 konstrukt. 
Če uvedemo mutacijo v kodirajočem območju gena (nukleotid 135 do 157 od ATG kodona v 
cDNA), se inaktivira protein Gn1a (Slika 5). 
 
 
 
Slika 5. Karta genskega območja Gn1a gena in ciljno mesto sgRNA (Li in sod., 2016: 3). 
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Mutirali so embrionalne kaluse. Ko se je regeneracija kalusov zaključila, so izmerili 
parametre kot so višina rastlin (Slika 6), število cvetov (Slika 7) in dolžina lata (Slika 8). 
Rezultati kažejo, da sta dva mutanta gn1a-2 in gn1a-10 dala pozitivne rezultate v vseh treh 
meritvah. Mutant gn1a-2 je pokazal izboljšanje za 43 % v številu cvetov, medtem ko gn1a-10  
je pri istem parametru pokazal izboljšanje za 47 % . 
 
 
 
                         
 
Slika 9. Primerjava med rastlinami divjega tipa (nemutirane rastline) in gensko preurejenih variant gn1a-
10,gn1a-3 in gn1a-2 (Li in sod., 2016: 3)  
 
 
Gen DEP1 je gen, ki uravnava arhitekturo rastline, število zrn na latu, vpliva na sprejemanje 
dušika in na odpornost na stres. Z uvedbo specifične mutacije (od nukleotida 602 do 624) v 
eksonu 5 lahko ustvarimo prezgodnji stop kodon (Huang in sod., 2009). Ko je bil konstrukt 
ustvarjen in mutacija uvedena v embrionalnem kalusu, je sledilo obdobje regeneracije. 
Pridobljeni so bili naslednji rezultati (Slika 10, 11, 12). 
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Čeprav sta genomsko preurejene variante dep1-2 in dep1-4 pokazala nespremenjeno dolžino 
lata (Slika 12)  in višino rastlin (Slika 11), je bila najbolj pomembna  lastnost, število cvetov, 
izboljšana. Število cvetov (Slika 10) se je povečalo za 30 %  v dep1-2 in dep1-4 kot v divjem 
tipu  (104 cvetov na lat v rastlinah divjega tipa; 150 v  dep1-2 in dep1-4 variantah).  
Gen GS3 je gen, ki v  rižu uravnava velikost zrn. Mutacija, ki jo je uvedel Mao in sod. (2010), 
je substitucija C-A 165 bp navzdol od predvidenega mesta začetka prevajanja (od start 
kodona). Rezultati omenjene mutacije je fenotip z dolgim zrnom (Mao in sod., 2010). 
CRISPR/Cas9 konstrukt je vseboval  sgRNA tako, da bi ustvaril definirane delecije. Po 
vstavitvi konstrukta v embrionalnem kalusu in čakanju na ustrezno obdobje regeneracije so 
dobili naslednje rezultate (Slika 13, 14). 
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Dolžina (Slika 13) in teža zrn (Slika 14) se je v gensko preurejenih variantah gs3-4 in gs3-5 
znatno povečala in sicer se je dolžina zrn  povečala za 33 % dokler teža zrn za 20 %. 
 
Gen IPA1 uravnava velikost rastlin in število poganjkov pri rižu. C →A substitucija pri 874 
bp v eksonu 3 gena OsSPL14 vodi do spremembe aminokisline (levcin v izolevcin), kar 
prekine rezanje OsSPL14 transkriptov z mikro RNA molekulo OsmiR156. Rezultat je rastlina 
z zmanjšanim številom poganjkov, povečano odpornostjo na vlago  in izboljšanim donosom 
(Jiao in sod., 2010). 
 
 
 
 
 
 
 
Pri genskem preurejanju IPA1 gena so spremembe v lastnostih kot so dolžina lata in višina 
rastline neznatne. Lasnost ki je najbolj pomembna za izboljšanje donosa je pa povečana. 
Število cvetov v rastlini se je povečalo za skoraj 50 % v gensko preurejenih variantah ipa1-12 
in ipa1-21 v primerjavi z rastlino divjega tipa (Slika 15). 
3.2 POVEČANJE RASTLINSKE TOLERANCE NA ABIOTSKI STRES 
Temperatura, suša, sončna svetloba, slanost in veter  predstavljajo abiotski stres za katerokoli 
rastlino. Ko kateri od teh naravnih dejavnikov doseže ekstremno točko, to postane za 
pridelovalce zelo velik problem, saj so ti dejavniki tesno povezani z donosom pridelka. 
Uporaba genomskega urejanja se je ponovno pokazala kot najboljša opcija za izboljšanje 
lastnosti tolerance na abiotski stres. Z uporabo sistema CRISPR/Cas9 so naredili raziskavo, v 
kateri so izboljšali  donos koruze v sušnih pogojih.   
Fitohormon, znan kot etilen, ima zelo pomembno vlogo pri sušnem stresu. Etilen lahko 
uravnava rast in staranje rastlin. Dokazano je, da je pri manjših količinah etilena v rastlinah 
rastlina bolj odporna na sušo (Chilcoat in sod., 2017). 
 
V raziskavi, ki sta jo izvedla Shi in sod. (2016) se je pokazalo, da gen ARGOS8 deluje kot 
negativni regulator za etilen. ARGOS8 gen kodira protein, ki vzajemno deluje s signalnim 
kompleksom etilenskih receptorjev in tako zniža raven etilena v rastlini. 
Povečana prekomerna ekspresija gena ARGOS8 lahko privede do zmanjšanja občutljivosti na 
etilen. Sistem CRISPR/Cas9 je bil uporabljen za ustvarjanje novih gensko prerejenih variant  
Slika 15. Diagram, ki prikazuje število cvetov v rastlinah divjega tipa (WT) in gensko preurejenih variantah 
(ipa1-3, ipa1-5, ipa1-12, ipa1-21) (Li in sod., 2016: 9 ) 
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ARGOS8 gena in sicer: 1) z vstavitvijo avtohtonega GOS2 promotorja v 5'-neprevedeno 
območje nativnega ARGOS8 gena ali 2) z zamenjavo nativnega ARGOS8 promotorja z 
GOS2 promotorjem (Slika 16). S pomočjo CRISPR/Cas9, so bili uvedeni dvojni prelomi na 
določenem mestu, promotor GOS2 pa je bil s homologno rekombinacijo integriran v zgornjo 
regijo. 
 
 
 
Slika 16: Vstavljanje GOS2 promotorja v 5'-neprevajano območje nativnega ARGOS8 gena in  zamenjava 
nativnega ARGOS8 promotorja z GOS2 promotorjem (Shi in sod., 2016: 35) 
Po sekvenciranju T0 generacije so odkrili, da se je v gensko prerejeni ARGOS8-varianti1 
vgradil GOS2 PRO vložek v ARGOS8 lokusu, medtem ko je gensko prerejena ARGOS8-
varianta2 dala pričakovane PCR-rezultate za zamenjavo promotorjev. Za testiranje donosa 
zrnja v sušnih razmerah so primerjali ARGOS8-v1 in ARGOS8-v2 z rastlino divjega tipa. 
Test je bil izveden v raziskovalnih objektih na osmih lokacijah v ZDA (Shi in sod., 2016). 
Na štirih lokacijah so imeli različne stopnje suše. Na ostalih štirih lokacijah pa so uvedli brez 
stresne oz. optimalne pogoje za pridelavo. 
 
Koruza na brez stresnih preizkusnih mestih je pokazala optimalne pridelke z 13,13 tone/ha ali 
več. Na lokaciji, kjer so rastline  imele stres v času cvetanja (FS.ang flowering stress) so 
donosi mutantov ARGOS8-v1 in ARGOS8-v2 bili nekoliko višji (8,67 tone/ha; divji tip  8,34 
tone/ha). 
Preglednica 2:  Donos zrn gensko preurejenih variant in divjega tipa v primeru sušnega stresa,v času cvetanja in 
v primeru optimalnih  (brez suše) pogojev (Shi in sod., 2016: 32). 
 
Vrsta rastlin Stres v času cvetanja  Stres v času polnenja zrnja Optimalni pogoji 
                                                                                 ton ha
-1
 
ARGOS8-v1 8,67 7,47 13,13 
ARGOS8-v2 8,67 7,54 13,19 
WT 8,34 7,72 13,01 
 
Rezultati kažejo, da je bila mutacija uspešna. V optimalnih pogojih je razlika v pridelku 
približno 2 %. V stresnih pogojih sta  ARGOS8-v1 in ARGOS8-v2 dala za 4,34 % večji 
donos od donosa  nespremenjene koruze divjega tipa. 
 
 
matrična DNA matrična DNA 
Vstavljanje GOS2 promotorja Zamenjava z GOS2 promotorjem 
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3.3 TOLERANCA NA HERBICIDE 
Na mestu, kjer gojimo posevke in domače rastline, je plevel skoraj vedno prisoten. Njegova 
poraba virov, ki jih dovajamo za gojenje naših rastlin, kot so voda, gnojila in različna hranila, 
je ogromen, zato je donos posevkov zmanjšan za 28 % (Lombardo in sod., 2016). V  
preteklosti je bila uporaba herbicidov, kot je diklorofenoksiocetna kislina (2,4-D), neposredna 
in gospodarsko koristna. Vendar so pri velikem številu znanstvenih raziskav ugotovili, da 
lahko negativno vplivajo na zdravje človeka in živali, prav tako pa škodijo posevkom. Zato je 
danes glavni cilj ustvariti izboljšane rastline, ki prenašajo herbicide in omogočajo, da herbicid 
uniči  plevel brez vplivov na donos posevka. Glifosat je najpogosteje uporabljen herbicid v 
kmetijstvu (Achary in sod., 2020). Je strukturni analog fosfoenolpiruvata (PEP) (Slika 17) in 
zaradi tega zavira 5-enolpiruvilšikimat 3-fosfat sintazo (EPSPS) (Slika 18). Glifosat se 
irreverzibilno veže na EPSP kompleks boljše kot PEP. Ta vezava nato zavira šikimatsko pot 
in zato ne more rastlina proizvesti potrebnih aromatičnih aminokislin, ki nastanejo na tej 
biosintetski poti.        
                                              
 
     
Slika 17. Kemijska struktura analogov fosfoenolpiruvata in glifosata 
 
Slika 18. Šikimatska reakcijska biosintezna pot 
Z utišanjem gena OsEPSP, ki kodira EPSP sintazo, uspemo doseči želeni rezultat, ki je 
odpornost rastline na glifosat. Motiv 5`LFLGNAGTAMRPL 3` je zelo pomemben za vezavo 
fosfoenolpiruvata (PEP) ali glifosata. Da bi naredili rastlino odporno na glifosat, je potrebno 
uvesti  dvojno aminokislinsko substitucijo (T102I + P106S (TIPS)) v ohranjenem motivu. Za 
transformacijo riža je bil izdelan vektor pHUN411-C3C5, ki je vključeval: fosfotransferazo 
higromicin B (hpt), ekspresijsko kaseto Cas9, C3 sgRNA (pod promotorjem OsU3) in C5 
sgRNA (pod promotorjem TaU3) (Slika 19a). Konstruirali so tudi donorski plazmid TB-
TIPS-E2. Plazmid je vseboval tri dele: C3 ciljno mesto z motivom PAM (ang. photo-adjacent 
motif), prilagojen ekson 2 in C5 ciljno mesto z motivom PAM. Zaporedje eksona 2 v 
donorskem  plazmidu je bilo tudi spremenjeno (Slika 19b). Nukleotidne substitucije C518T, 
C529T in A531G so bile uvedene v eksonu. Prvi dve sta bili uporabljena za TIPS substitucije 
aminokislin, ki prinašajo odpornost na glifosat, tretja substitucija pa je ustvarila mesto za 
restrikcijski encim Pvu1, ki ga lahko uporabimo za odkrivanje genske zamenjave. 
  
fosfoenolpiruvat glifosat 
  
šikimat- 
3-fosfat fosfoenolpiruvat 5-enolpiruvilšikimat-3-fosfat 
EPSP sintaza 
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Za uspešno preureditev gena je ciljan  intron 1 gena OsEPSPS, od mesta C3. Hkratna cepitev 
sgRNA mesta v donorskem  plazmidu in genu povzroči vstavitev fragmenta TB-E2-TIPS na 
mesto kromosoma (Slika 19c) (Li in sod., 2016). 
 
 
 
                  
Slika 19. a) Identifikacija ohranjenega motiva v genski DNA, b) Priprava donorskega plazmida TB-TIPS-E2 z 
TIPS substitucijo v drugem eksonu, c) Cepitev EPSP lokusa in vstavljanje vektorja pHUN411-C3C5 plus 
donorski plazmid. Popravilo dvoverižnih lomov  poteka po NHEJ pot (non homologous end joining) (Li in sod., 
2016: 2). 
Po 10–12 tednih je bil narejen izbor transformiranih rastlin iz gojišča s higromicinom (50 µg / 
ml). S pomočjo sekvenciranja so  potrdili C518T, C529T in A531G nukleotidno substitucijo  
(Slika 20) 
 
 
Slika 20.Potrditev nukleotidnih substitucij C518T, C529T in A531G s sekvenčno analizo (Li in sod., 2016: 2) 
 
Testirane so bile rastline T0 in T1 generecije, ki so imele TIPS substitucijo.V gojitvenih 
ploščah je bila dodana raztopino glifosata s koncentracijo 1 mg/l. Po dveh tednih so mutirane 
rastline T0-RP4 in T0-IP8 normalno rasle brez fenotipskih sprememb, medtem ko rastline 
 
     Donor plazmid 
Genomska DNA 
EPSPS lokus 
matrica 
Endogen EPSPS lokus 
Donor fragment 
Ohranjen motiv 
Zamenjava genov 
Popravilo preko NHEJ poti 
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divjega tipa (nemutirane) niso več uspevale (Slika 21a). Da bi preverili, ali je mogoče 
rezultate ponoviti, je bila raztopina glifosata razpršena na 2 tedne stare sadike. Po osmem 
dnevu  so vse mutirane rastline normalno uspevale, rastline divjega tipa pa so imele posušene 
liste (Slika 21b) 
 
a)                                                           b) 
 
Slika 21. a) Rezultati testa pri rastlinah divjega tipa in rastlinah z mutacijami linij T0-RP4 in T0-IP8 na 
petrijevkah z dodano raztopino glifosata (1 mg/l), b) Rezultati testa odpornosti na glifosat pri mutiranh rastlinah 
linij T0-RP4 in T0-IP8 v primerjavi z rastlinami divjega tipa. (1)Mutirana linija T0-RP1 z delecijo eksona 2  (2) 
divji tip (3) mutirana linija T0-RP4 s TIPS zamenjavo (4) mutirana linija T0-IP8 s TIPS zamenjavo (Li in sod., 
2016: 5) 
3.4 IZBOLJŠANJE KAKOVOSTI PRIDELKOV  
Kakovost hrane, ki jo danes uživamo, je pomemben dejavnik za potrošnika. Urejanje genoma 
igra zelo pomembno vlogo pri zagotavljanju izboljšanih prehranskih lastnosti rastlin. Primer 
uporabe te oblike genomskega preurejanja je zmanjšanje količine akrilamida, kancerogene 
snovi, v pripravku pečenega krompirčka in čipsa. 
Krompir se ponavadi skladišči pri nižjih temperaturah zaradi tega ker se običajno pobira 
enkrat letno. Čeprav ima ta oblika skladiščenja, kot je počasnejše širjenje bolezni, spodbuja 
tudi kopičenje reducirajočih sladkorjev (glukoze in fruktoze) v krompirju. Ko krompir 
ocvremo na zelo visoki temperaturi, so ti reducirajoči sladkorji lahko nevarni. Vzajemno 
reagirajo s prostimi aminokislinami in tvorijo povišan nivo akrilamida. Gen VInv je tisti gen, 
ki je odgovoren za proizvodnjo reducirajočih sladkorjev. Vlnv kodira encima invertaza, ki 
cepi saharozo, pri čemer nastanetata fruktoza in glukoza (Slika 22). 
 
 
 
Slika 22. Cepitev saharoze v glukozo in fruktozo z invertazo in oblikovanje akrilamida med cvretjem pri visoki 
temperaturi (Clasen in sod., 2015: 3) 
saharoza 
glukoza 
fruktoza 
akrilamid 
 
porjavitev krompirčka 
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Sistem TALEN je bil uporabljen za uvajanje dvoverižnih lomov v genu Vlnv (Clasen in sod., 
2015). Cilj je bil ekson 1 (Slika 23). Z uporabo sekvenciranja naslednje generacije z napravo 
454 so odkrili  raznolikost alelov gena Vinv. Odkrili so tri vrste alelov (A1, A2 in A3) v 
razmerju 1: 2: 1. Izolirali so krompirjeve protoplaste in s PEG transformacijo v protoplaste 
vstavili plazmide ki kodirajo TALEN-e za cepitev multiplih alelov (VInv_T1, VInv_T2 in 
VInv_T3). Po vstavitvi TALEN-ov je bila izvedena 12-tedenska regeneracija protoplastov v 
rastline. Po obdobju regeneracije je bilo ocenjeno, da ima 3 % gojenih rastlin mutiran vsaj 
enega od štirih alelov. Rezultati so prikazani na sliki 24, sliki 25 in sliki 26. 
 
 
 
Slika 23. Shema gena Vlnv. S trikotniki so označena ciljna mesta TALEN (Vlnv_T1, Vlnv_T2, Vlnv_T3) 
(Clasen in sod., 2015: 3) 
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Rezultati so kazali na to, da gensko preurejena varianta St116_1 ima v resnici  delujočo 
mutacijo, ker je bila izmerjena večja količina saharoze kot fruktoze in glukoze v tem 
krompirju (Slika 24). Količino akrilamida je bila izmerjena tudi  po metodi predpisani po 
protokolih FDA (Zaznavanje in količina akrilamida v živilih). Čips iz gensko preurejene 
variante ST116_1 je vsebovala 3,5krat manj akrilamida kot rastlina divjega tipa (Slika 25, 26; 
FDA: Detection and Quantitation of Acrylamide in Foods). 
4 REGULACIJA GENSKO PREUREJENIH ORGANIZMOV 
Čeprav je bila koristnost in nujnost gensko spremenjenih organizmov že večkrat 
dokazana,imajo ljudje do njihove uporabe še zmeraj zadržke. Predpisi za gensko preurejene 
organizme pa ne morejo biti enaki predpisom za GSO. Orodja in sistemi, ki se uporabljajo pri 
genskem preurejanju, povzročijo le natančne spremembe v ciljanem delu genoma. 
Ministrstvo za kmetijstvo Združenih držav Amerike (USDA) je izjavilo, da se gensko 
preurejene variante, ki vključujejo uporabo ZFN in meganukleaz, v nobenem primeru ne bi 
smele regulirati kot velja zagensko spremenjene organizme (Waltz, 2012, 2016). 
Med urejanjem rastline preuredimo endogena zaporedja, ko so rastlini lastna. Enako mutacijo  
bi lahko izvali z mutacijskim križanjem ali naravno selekcijo. 
Drugi razlog, da gensko preurejene rastline ne bi smele šteti za gensko spremenjene 
organizme, je pa v tem, da lahko transgene, ki se uporabljajo za induciranje genetskih 
sprememb, odstranimo iz genoma. 
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5 ZAKLJUČEK  
Menim, da so tehnike genskega preurejanja prihodnost spreminjanja organizmov brez uvedbe 
tujega zaporedja v njegov genom. S ciljanimi spremembami uvedemo predvidljive mutacije v 
genomu, ki so lahko enake mutacijam, pridobljenih v generacijah  naravne selekcije. Orodja 
genskega preurejanja  so enostavna za izvedbo in enostavna za izdelavo, sistem CRISPR / 
Cas9 pa prevzema danes vodilno vlogo s svojo enostavnostjo. 
Prednosti uporabe tega načina urejanja so številne. Z izvajanjem teh načinov preurejanja 
zagotavljamo boljšo kakovost in boljši izdelek živilskih pridelkov, brez dodatnih stroškov, kar 
je pomembno za potrošnika. 
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